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HE: 至今 可 以 感 巢 工 型 人 免疫 缺陷 病毒 《HIV-1)》 的 动物 只 有 黑猩猩 和 长 臂 猿 ， 这 严重 阻碍 了 HIV-1 的 
疫苗 研究 和 治疗 研究 。 因 此 ， 寻 找 新 的 可 以 感染 HIV-1 的 动物 模型 成 为 十 分 迫切 的 课题 。 已 知 树 德 对 许多 重要 
的 医学 病毒 易 感 ， 为 了 探讨 树 网 是 否 可 以 感染 HIV-1， 利用 不 同 辅助 受 体 的 5 种 HIV-1 病毒 株 ， 体 外 感染 云南 
野生 成 年 树 岗 的 淋巴 细胞 和 单 核 / 巨 磁 细 胞 ; 同时 还 用 这 些 病毒 感染 人 外 周 血 淋巴 细胞 或 单 核 细胞 。 然 后 用 RT- 
PCR, PCR 和 流 式 细胞 术 分 别 进 行 检测 。 用 RT-PCR 方法 未 检测 到 感染 上 清 中 有 病毒 粒子 的 存在 ， 用 PCR 法 未 
甬 发 现 树 网 的 这 些 免疫 细胞 中 有 前 病毒 DNA， 用 液 式 细胞 术 也 未 能 在 这 些 感 染 HIV-1 的 树 驱 细胞 的 表面 检测 到 
特异 抗原 ; 而 感染 HIY-1 的 人 免疫 细胞 均 为 阳性 结果 。 实验 结果 表明 树 崩 的 这 些 免疫 细胞 在 体外 未 能 感染 上 
HIV-1， 可 能 的 原因 是 树 网 的 这 些 免疫 细胞 的 HIV-1 受 体 (CD4) 和 辅助 受 体 {CCR5 或 CXCR4) 与 人 的 免疫 细 


胞 差别 较 大 。 
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在 现今 的 HIV-1 动物 模型 中 ， 只 有 黑猩猩 和 长 
臂 攻 的 免疫 细胞 可 以 体外 和 体内 感染 上 HIV-1 病 
毒 。 虽然 黑猩猩 是 最 理想 的 动物 模型 (Conley et 
al., 1996), HAT RM, KARA, a 
养 和 管理 的 要 求 很 高 ， 费 用 昂贵 ,不 可 能 大 重用 于 
实验 研究 (BME, 1997), BR MBH Se AER 
染 与 HIV-1 有 很 大 区 别 的 SIV, HIV-2 (Barnett et 
al., 1994; Nathanson et al., 1999), FU, F8 
适合 HIV-1 研究 的 动物 模型 一 直 是 病毒 学 家 的 迫切 
任务 。 

HR (Tupaia belangeri) 是 一 种 分 布 于 我 国 西 
南部 (包括 云南 、 四 川西 南部 、 西 藏 东南 部 、 贵 
州 、 广 西 和 海南 ) 和 东南 亚 、 南 亚 地 区 的 小 型 哺乳 
动物 ， 资 源 丰 富 ， 繁 殖 快 ， 价 廉 〈 王 应 祥 ，1987)， 
并 具有 许多 独特 的 生物 学 特性 ， 是 某 些 生 物 医 学 研 
究 的 重要 动物 模型 (HBL, 1997), 与 人 类 一 样 ， 
树 哆 淋巴 细胞 可 与 绵羊 红细胞 形成 玫瑰 花 结 ; 同时 
也 发 现 树 秽 红 细胞 会 与 人 和 猴 的 T 细胞 发 生 特别 
的 粘 附 作用 (HERS. 1985), Ep A CD4 分 
子 的 单 克 隆 抗 体能 与 树 网 的 工 细 胸 结合 (Palley et 


WH AHA; 2000-07-20; 在 改 稿 收 到 日 期 ，2000 -08 - 30 


al.，1984)。 树 先 对 多 种 重要 的 医学 病毒 易 感 ， 如 
甲肝 (入 美 云 等 ,1981)、 乙 肝 ( 严 瑞 琪 等 ,1989)、 丙 肝 
(Xie et al. ,1998) 和 丁 肝病 毒 ( 李 奇 芬 等 ,1995) 4È 
状 病毒 (万 新 邦 等 ,1985) OI ESET 
( 张 海 林 等 ,1991) 等 。 本 文 报告 以 不 同 的 HIV-1 病 
毒 株 体外 感染 树 欧 免疫 细胞 的 实验 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 

野生 树 鹏 来 自 云南 省 昆明 市 郊 ， 在 实验 动物 房 
自制 树 葛 笼 饲 养 ， 温 度 20 ~ 28, MERE 50% ~ 
70 和 % ， 喂 以 饮水 软化 的 小 鼠 饲 料 与 水 果 ， 人 饲养 2 周 
后 用 于 实验 。 
1.2 病 B 

所 用 的 5 种 HIV-1 病毒 均 由 英国 MRC 的 
NIBSC 赠送 ， 基 本 特性 见 表 1， 其 中 HIV-1ms 用 H9 
细胞 扩 增 ， 其 余 4 种 病毒 按 MRC 提供 的 流程 以 人 
PBMC 培养 和 增殖 。 
1.3 APRENE 

培养 的 HIV-1gs 的 滴 度 (TCIDsw) 测 定 以 观察 合 
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34 a me + HR 2# 
表 1 本 文 所 用 的 5 种 HIY-1 病毒 株 的 特性 
Table 1 Characteristics of 5 HI'V-1 strains used in present research 
病毒 株 名 称 ME ”所 利用 的 辅助 受 栖 易 感 的 宿主 细胞 合 胞 位 (SI) 形成 
viru sirain) (tropic cell (coreceptor used (susceptible host cells) (source ) (syncytial formation) 
HIV-1ma T-tropic CXCR4 H9 细胞 系 ， 人 PBL 及 单 ”分 离 自 一 忠 血 友 病 的 AIDS SI 
H/E ee 病人 
HIV-l r-r. M-tropic CCRS A PBL IA AA AS a E R NSI 
HIV-1agan M-tropic CCRS A##/2Ra Tua ERRA PAA NSI 
HIV- lea.. M-tropic CCRS APA LER/ERAM 分离 自 一 串 AIDS 的 小 孩 的 NSl 
肝脏 组 织 
HIV-1lsee M-tropic CCRS AAAA ERAMA |DRA—TR RADAR NS1 


DSI, syncytial inducing virus; NSI，non-syncytial inducing virus. 


胞 体形 成 的 测定 方法 进行 (Johnson er al., 1990), 
其 余 4 种 病毒 用 感染 的 细胞 培养 上 清 ， 以 RT-PCR 
扩 增 后 ， 根 据 扩 增 出 的 特异 性 HIV-1 产物 的 荧光 强 
E (相对 量 )， 以 HIV-lms 为 已 知 量 ， 用 Koadak 
EDAS 120 定量 分 析 系 统 测 定 扩 增 产物 的 相对 量 ， 
按照 下 述 公 式 计算 滴 度 ; lg7T1/G1 =lgT2/62, 其 
中 71 和 72 分 别 为 HIV-1gs 和 未 知 病毒 的 TCIDso， 
G1 和 G2 分 别 为 HIYV-1gs 和 未 知 病毒 扩 增 产物 的 相 
WE. 
1.4 被 感染 细胞 的 培养 

作为 HIV-1 感染 的 阳性 对 照 细胞 的 人 外 周 血 淋 
巴 细胞 和 单 核 细 胞 ， 按 常规 方法 从 购 自 昆明 市 中 心 
血 站 的 白细胞 悬 液 中 分 离 而 来 《Gartner et al., 
1990)。 树 网 的 淋巴 细胞 和 单 核 / 巨 叹 细 胞 来 自 心 脏 
血 及 脾脏 的 免疫 细胞 ， 两 者 的 比例 为 1:5， 然 后 用 
站 壁 法 分 离 PBL 及 单 核 / 巨 吹 细胞 (Collin et al., 
1995)。 人 和 树 讽 的 上 述 细胞 均 用 24 孔 培 养 板 培 
F., 在 RPMI 1640 完全 培养 基 中 男 加 入 L-2 及 
ConA 2% Rk HES} HA 25 U/mL 和 10 pg/mL, WMA 
来 自 不 同 个 体 的 上 述 细胞 ， 按 1:1 的 比例 混合 培 
Fo 
1.5 病毒 感染 细胞 

细胞 培养 72b 后 收集 ， 离 心 〈1500 r/min, 10 
min)， 调 浓度 为 1x 10°/mL, Æ 10 mL AKR RH 
加 入 4mL 病毒 株 的 贮存 液 ， 它们 的 TCD WEA 1 
x1041~1x10, 在 37 人 感染 2h， 每 10 min #4 1 
次 。 离 心 弃 上 清 ， 用 无 血清 1640 43%, MA 10 
mL 完全 培养 基 和 IL-2 (25 U/mL) 及 PHA (10 pg/ 
mL), #37C, 5% CO. 培养 箱 中 。 
1.6 用 RT-PCR 扩 增 HIV-1 感染 细胞 培养 上 清 中 

RNA 

在 感染 后 的 第 1、3、5、7、9、12、15 KR 
200 pL 上 清 ， 按 Adamoricz et al. (1995) 介绍 的 方 


法 提取 RNA ,RT-PCR 试 剂 盒 (LotBK910) 购 自 大 
连 宝生 生物 公司 。 引 物 为 SK145/431，SK145 的 序 
列 为 5'-AGTGGGGGGACATCAAGCAGCCATGCAA - 
AT3', SK431 的 序列 为 5'-GCTATGTCAGTTCCCCTT- 
GGTTCTC-3', 反 转 录 程 序 按 试 剂 盒 的 要 求 进行 ， 
PCR 反应 程序 按 以 下 扩 增 DNA 的 程序 进行 。 
1.7 用 PCR 扩 增 HIV-1 感染 细胞 的 前 病毒 DNA 

在 感染 后 的 第 1、3、5、7、9、12、15 天 取 细 
胞 (细胞 总 数 不 少 于 1 x 105)， 按 Vahey et al. 
(1995) 介绍 的 方法 提取 DNA， 引 物 为 SK68/69， 
SK68 的 序列 为 5'-AGCACCAGAAGCACTATG-3’， 
SK69 的 序列 为 5'-CCAGACTGTGAGTTGCAACAG- 
3'。 扩 增 程序 为 95% 5min; 94T W8, 55€ 30s, 
72C 1min 〈 循 环 33 次 ); 72%C 延 伸 10min。 
1.8 流 式 细胞 术 

一 抗 为 以 间接 免疫 荧光 显 微 术 筛选 出 的 HIV-1 
感染 者 血浆 ， 二 抗 为 FITC 标记 的 编 羊 抗 人 IgG (W 
自 华 美 )。 将 细胞 离心 弃 上 清 ， 用 0.01 mol/L PBS 
洗 3 次; 以 50%% 成 年 绵羊 血清 在 37 人 保温 1.5h 封 
fl, 用 0.01 mol/L PBS 洗 3 次 ; 多 聚 甲醛 固定 过 
夜 ; 用 0.01 mol/L PBS Æ 3 次 ， 再 用 绵羊 血清 在 
37 人 保温 1.5b HAs 用 0.01 mol/L PBS 洗 3 次 ， 
加 入 一 抗 (ARE 1:20), I7CHA 1h; 用 0.01 
mol/L PBS % 3K, MATH (ARE 1:40), 
37° CHA 1h; 用 0.01 mol/L PBS %H 3 kx, BAA 
细胞 仪 (Becton-Dickinson 4 F], FACSCalibur) 检 
测 ， 用 CellQuest 软件 获取 细胞 和 分 析 图 像 。 


2 结 果 


2.1 感染 用 病毒 的 滴定 

根据 所 述 方法 滴定 收集 的 HIV-1mas 上 清 ， 在 第 
7 天 倒置 显微镜 下 检查 各 孔 是 否 出 现 合 胞 体 ， 然 后 
按 Reed and Muench 方法 计算 病毒 的 TCIDso 值 ， 得 
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到 的 滴 度 为 1x 105 TCIDm。 由 于 其 余 4 种 病毒 不 诱 
导 C8166 等 指示 细胞 系 形成 合 胞 体 、 所 以 通过 测定 
上 清 的 量 ， 用 Kodak 科学 影像 系统 EDAS 120， 根 
据 扩 增 后 的 DNA 产物 的 相对 量 与 已 知 TCIDso 数 据 
的 HIV-1We 的 扩 增产 物 DNA 的 量 进行 比较 ， 计 算出 
这 4 种 病毒 的 TCIDso ( 表 2)。 


囊 2 实验 所 用 病毒 的 TCDDs 和 纲 胞 感染 的 MOI 值 
Table 2 TCIDs of HIV-1 virus and MOI used for 

病毒 扩 增 后 的 DNA 的 重 rng 

(virus) {amount of amplified DNA) 
HIV-1p5 155.8 
HIV-1mr 105.4 

HIV-Lger 130.6 
HIV-1smez 145.8 

HIV-1 4da-M 119.5 


TCID sg Mal 


ix 108 0.4 

1x10! 0.004 
1x10! 0.04 
1x 10°5 0.04 
Ix 10 0.004 


2.2 感染 各 株 HIV-1 的 人 和 树 购 免疫 细胞 的 生长 
状况 比较 
2.2.1 细胞 总 数 及 细胞 增殖 率 ”感染 HIV-! 后 细 
胞 的 生长 和 增殖 情况 良好 ， 增 殖 率 一 直 维 持 在 10% 
~ 30% 之 内 。 在 感染 后 第 9 天 之 内 增殖 率 逐 渐 上 
升 ， 而 第 9 天 之 后 逐渐 下 降 。 
2.2.2 细胞 存活 率 的 比较 ”病毒 感染 细胞 后 ， 在 
复制 过 程 中 会 抑制 宿主 细胞 的 正常 代谢 ， 引 起 宿主 
细胞 的 死亡 。 感 染 了 HIV-1 的 人 免疫 细胞 的 存活 率 
在 感染 后 第 3 天 及 第 6 天 未 发 现 明 显 的 下 降 ， 在 第 
9 天 各 组 细胞 的 存活 率 仍 比较 高 、 但 是 到 了 第 12 天 
和 第 15 天 各 组 就 有 很 大 的 差异 ，、 病 毒 感 染 的 各 组 
存活 率 下 降 非 常 快 ， 而 作为 对 照 的 未 感染 HIV-1 的 
正常 细胞 的 存活 率 仍 在 85% 以 上 。 但 在 病毒 感染 的 
树 网 免疫 细胞 的 各 组 中 细胞 的 存活 率 的 改变 不 大 ， 
各 组 在 感染 后 不 同 天 数 的 细胞 存活 率 基 本 一 致 ， 但 
仅 此 差别 仍 不 足以 证 明 树 擂 细胞 是 否 能 感染 上 HIV- 
1 病毒 。 
2.3 用 RT-PCR 检测 培养 上 清 中 HIV-1 的 RNA 
由 于 在 HIY-1 感染 的 人 外 周 血 淋巴 细胞 (PBL) 
或 单 核 细 胞 《Mon) 培养 上 清 中 有 大 量 的 成 熟 病毒 
颗粒 ， 当 从 上 清 中 提取 RNA 并 进行 RT-PCR 扩 增 
时 ， 就 可 得 到 相应 的 病毒 特异 电泳 带 (图 1: A, 
C, E, C, I 的 1~7 泳 道 )。 如 果 HIV-1 能 够 感染 
树 鸯 免疫 细胞 ， 并 在 细胞 内 复制 ， 那 就 可 以 用 同样 
的 方法 从 培养 上 清 中 提取 到 病毒 的 RNA， 如 果 能 扩 
增 出 相应 的 电文 带 ， 就 说 明 在 上 清 中 有 HIY-1 病 
毒 。 为 了 排除 感染 细胞 时 的 残留 病毒 溶液 可 能 引起 


的 污染 ， 我 们 用 RPMI 1640 洗 细 胞 3 次 ， 在 第 3 次 
洗 细 胞 的 上 清 中 没有 扩 增 出 相应 的 带 (图 1; B, 
D, F, H, J 的 第 2 Kio), 说 明 残 留 在 细胞 外 的 、 
未 进入 细胞 的 病毒 粒子 已 被 洗 掉 。 我 们 的 结果 说 
明 、 直 到 感染 后 15d 在 感染 HIV-1 的 树 购 免 疫 细胞 
培养 上 清 中 ， 仍 检测 不 到 病毒 RNA 的 存在 (图 1: 
B, D, F, H, J 的 第 3~ 10 泳 道 )。 已 有 的 研究 表 
H, HIV- 病毒 在 感染 宿主 细胞 中 ， 从 进入 宿主 细 
胞 到 形成 成 熟 的 病毒 颗粒 ， 进 而 释放 到 细胞 外 ， 所 
需 的 时 间 会 因 细 胞 类 型 而 有 所 不 同 ， 但 不 会 长 达 15 
d。 因 此 、 在 感染 HIV-1 的 树 网 免疫 细胞 的 培养 上 
清 中 未 检测 到 HIV-1 RNA、 估 计 有 两 个 原因 : © 
HIV-1 并 未 进入 树 赐 免疫 细胞 : BP REA T Hp 
细胞 、 由 于 病毒 无 法 完成 其 完整 的 生活 周期 ， 从 而 
不 能 形成 成 熟 的 病毒 颗粒 。 为 了 和 弄 清 究竟 是 哪 一 种 
原因 ， 我 们 又 进行 了 HIY-1 前 病毒 DNA 的 检测 。 
2.4 以 PCR 检测 细胞 内 前 病毒 DNA 

当 我 们 用 引物 SK68/69 对 感染 不 同 HIY-1 病毒 
株 的 树 网 免疫 细胞 的 细胞 DNA 进行 PCR 扩 增 时 ， 
在 树 网 免疫 细胞 中 并 未 检测 到 前 病毒 DNA (图 2. 
B，D，F，H、 刀 。 与 此 相反 、 以 相同 条 件 培养 的 
感染 了 不 同 病 毒 株 的 人 淋巴 细胞 或 单 核 细胞 的 细胞 
DNA 中 、 可 扩 增 到 HIV-1 特异 的 DNA 产物 (图 2. 
A, C, E, G, 1)。 这 些 结果 说 明 HIV-1 并 未 整合 
到 树 萌 免疫 细胞 的 DNA 中 去 。 
2.5 以 流 式 细胞 术 检 调 HIV-1 感染 细胞 表面 特异 

性 病毒 抗原 

HIV-1 感染 宿主 细胞 后 ， 除 了 以 出 芽 方 式 从 细 
胞 中 释放 病毒 颗粒 外 ， 在 感染 细胞 的 细胞 膜 上 还 要 
表达 相应 的 HIY-1 抗原 。 本 研究 采用 流 式 细 胞 术 测 
定 了 细胞 表面 HIV-1 抗原 的 表达 。 所 用 的 一 抗 是 
HIV-1 感染 者 的 血浆 ， 二 抗 (荧光 抗体 ) 是 FITC 
结合 的 绵羊 抗 人 IgG 抗体 。 当 以 不 同 HIV-1 病毒 株 
感染 人 外 周 血 淋巴 细胞 及 单 核 细胞 时 ,细胞 空白 对 
照 峰 值 出 现在 10! 以 内 。 为 了 检测 非特 异 的 荧光 结 
SHRE, riii, AMKCRAAH- THA 
胞 ， 荧 光 强 度 的 蜂 慎 基本 上 出 现在 10'。 当 既 加 一 
抗 叉 加 二 抗 的 时 候 ， 其 荧光 强度 的 峰值 出 现在 107 
~ 10 ŻE (图 3- A, C, E, C, IDo SHAR, 
未 经 HIV-1 感染 的 人 免疫 细胞 的 荧光 强度 峰值 均 不 
大 于 10! (图 3 长 )。 这 些 结果 说 明 HIV-1 感染 的 人 
外 局 血 淋 巴 细胞 及 单 核 细胞 表面 确实 存在 病毒 特异 
抗原 ,本 实验 所 用 方法 是 可 靠 的 。 当 以 同样 的 方法 
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图 1 用 RT-PCR 检测 培养 上 清 中 HIV-1 病毒 RNA 
Fig-1 Detection of the HIV-1 RNA in culture supernatant using RT-PCR 

huPBL: Až Ad oO 40 A (human peripheral blood lymphocytes); hoMon; A ¥b Fad tit 1 $ 488 {buman peripheral blood 
monocytes); TS-SPL: PRGS Fi iit Se BF AE PAS SHB (tree shrew peripheral blood and spleen lymphocytes); TS-SPM®, #458 5> i 
J.B B44 (tree shrew peripheral blood monocytes and spleen macrophages). 

左边 5 个 图 ; M, PCR Marker (32f); P, BINGO RNA 用 性 对 照 ，N1， AIAH RNA 阴性 对 照 ;， N2， 未 感染 病毒 的 细胞 培 
养 上 清 作 为 阴性 对 照 ; 泳 道 1~ ?分别 代表 感染 后 第 1、3、5、?7、9 、12、15 天 人 免疫 细胞 培养 上 清 ; 其 中 HIV-lmn (1) 
仅 有 试剂 盒 的 阴性 对 照 [in left 5 picwres: M, PCR marker (37f); P, positive control from RT-PCR kit; ML, negative control 
from RT-PCR kit; N2, negative control in extracted RNA from HIV-I-uninfected culture supernatant; lanes] - 7, HIV-I infected 
buman immunocytes culture supernatant on days 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, respectively a 

Gi 5 TA: M, PCR Marker (320); P， 感 染 HIV-1 病毒 的 人 PBL 培养 上 清 作 为 阳性 对 照 ， 1， 感 染 后 着 弃 的 病毒 上 清 ; 2， 
用 RPMI 1640 洗涤 第 3 次 后 的 上 请; 3， 未 感染 病毒 的 树 船 免疫 细胞 培养 上 消 作 为 阴性 对 有 照 : KA A- 10 分 别 为 感染 后 第 1、 
3,5,7, 9, 12, 15 天 树 贿 免 疫 细胞 培养 上 清 [in right 5 pictures; M, PCR marker (3Zf); P, culture supernatant from HIV-L 
infected buPBL as positive control; lane 1, the discarded viral supernatant; lane 2, the third washing supernatant with RPM] 1640; 
3, culwre supernatant from HIV-1 uninfected wee shrew immunocyies as negative control; lanes 4-10, HIV-1 infected tree shrew 
immamocytes culture supematant on days 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, respectively]. 


检测 不 同 HIV-1 AE RRR ae PT, H 
光 抗 体 〈 二 抗 ) 对 照 的 荧光 强度 的 峰值 ， 无 论 是 感 
染 或 未 感染 HIV-1 的 细胞 ， 荧 光 强 度 的 峰值 均 未 达 
7) 10? (Æ 3B, D, F, H, J, L). 5 HIV-1 感染 
BIA SHAE si Pek EL A Bf Ae Be a, SE A 


胞 荧光 抗体 《二 抗 ) 对 照 的 峰值 向 右 移 动 了 约 半 个 
峰 ， 说 明 树 鸯 免疫 细胞 与 本 文 所 用 的 荧光 抗体 发 生 
的 非特 异 结 合 能 力 比 人 免疫 细胞 强 。 流 式 细胞 术 测 
定 的 结果 清楚 地 表明 ， 在 感染 HIV-1 的 树 秽 免疫 细 
胞 的 表面 并 没有 HIV-1 特异 抗原 的 存在 。 
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图 2 


用 PCR 检测 细胞 内 前 病毒 DNA 

Fig.2 Detection of HIV-1 proviral DNA in HIV-1 infected cells using PCR 
所 用 缩写 与 图 1 相同 (the abbreviation is the same as listed in Fig.1)。 
左 制 5 个 图 : M, PCR marker (3Zf); P, HIV-1 阳性 对 照 《2 x 10° 8E5 细胞 )，N， 未 感染 病毒 的 细胞 DNA 作为 阴性 对 照 ， 泳 
道 1~7 分别 代表 感染 后 第 1、3、5、7. 9、12、15 天 的 A 免疫 细胞 DNA [in lef 5 pictures; M, PCR marker (32f): P. HIV- 
1 positive control; N, HIV-1 uninfected cell DNA as negative eontrol; lanes 1 - 7, cell DNA extracted from different days after 
infection on days 1, 3. 5, 7, 9, 12, 15, respectively]. 
GM STA: M, PCR marker (32f); P， 感 染 相 应 HIV-1 病毒 的 人 免疫 细胞 作为 阳性 对 有 照 ; ON, Se te a A ee A a 
DNA 作为 阴性 对 照 : 泳 道 1 ~7 分 别 代表 感染 后 第 1、3、5、7、9、12、15 天 的 树 号 免疫 细胞 DNA [in right 5 pictures; M, 
PCR marker (32Z£)}; P. related HIV-1 infected human immunocytes DNA as positive control; N. HIV-1 uninfected tree shrew 
immunocytes DNA as negative control; lanes 1-7, cell DNA extracted from different days after infection on days 1, 3, 5, 7, 9, 12, 
15, respectively] 。 


3 it it 

HIV-1 体外 感染 人 免疫 细胞 之 后 ， 在 一 定时 间 
之 内 ， 细 胞 仍然 不 断 增 殖 ， 但 细胞 的 增殖 率 会 在 第 
9 天 之 后 下 降 。 用 HIV-1 RRR. 
并 未 发 现 像 人 免疫 细胞 感染 之 后 出 现 的 上 述 变 化 ， 
只 一 个 侧面 表明 树 盎 免 疫 细 胞 在 体外 并 未 感染 上 
HIV- 病毒 。 我们 成 功 地 以 利用 不 同 辅助 受 体 的 


HIV-1 病毒 株 感染 了 人 外 周 血 淋巴 细胞 和 单 核 细 
胞 , LA PCR 和 RT-PCR 分 别 测定 到 了 感染 细胞 内 
的 HIV-1 前 病毒 DNA 和 培养 上 清 内 的 病毒 颗粒 
(RNA)。 但 是 ,在 同样 的 实验 条 件 下 ， 当 我 们 用 
PCR 检测 树 网 免疫 细胞 和 培养 上 清 时 ， 并 未 发 现 
相应 的 HIV-1 前 病毒 DNA 和 病毒 RNA 的 特异 性 电 
访 带 ， 说 明 在 被 感染 的 树 网 免疫 细胞 中 没有 HIV-1 
前 病毒 的 DNA ,培养 上 清 中 也 没有 增殖 的 病毒 RNA。 
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图 3 以 流 式 细胞 仪 检测 HIV -1 感染 细胞 
表面 病毒 抗原 
Fig.3 Viral antigens expressed on HIV-1 infected cells 
were detected by flow cytometry 

huPBL， 人 外 周 血 淋 巴 细胞 {human peripheral blood lymphocytes): 
huMon， 人 外 所 三 单 个 核 细胞 {human peripheral monocytes); TS 一 
SPL, PIRSA J a A NE E H E H A (tree shrew peripheral blood and 
spleen lymphocytes); TS ~ SPMD. #4 Sh Jd a 2 HEE e a i 
(tree shrew peripheral blood monocytes and spleen macrophages); NC, 
未 感染 病毒 的 细胞 作为 明 性 对 有 照 {HIY-1-uninfecled cells as negative 
control) o 


一 一 空白 寺 照 ， 未 折 一 抗 也 未 如 二 抗 [blank control without addition 
of either HIV-1 positive sera {the first antibody) or FITC-conjugated goat 
ant-human IgG (the second antibody)]; -将 光 抗体 (二 抗 ) 对 
照 ， 即 未 加 一 抗 只 如 二 抗 (1:40) [with the second antibody (1°40) 
only]; 党 党 从 加 一 抗 (1:20) 也 加 二 抗 (1:40) [with the first (1:20) 
and the second antibodies (1:40)]。 

当 以 流 式 细胞 术 检 测 HIV-1 e h A St Hk E E 
胞 和 单 核 细 胞 时 ， 这 些 细胞 表面 显示 HIV-L 特异 抗 
原 的 表达 ,但 是 感染 HIV-1 的 树 购 免疫 细胞 表面 并 
没有 特异 的 HIV-1 病毒 抗原 的 表达 。 综 上 所 述 ， 这 
些 实验 证 据说 明 HIV 病毒 并 未 感染 上 树 网 的 免疫 
细胞 ， 所 以 未 能 从 这 些 树 网 免疫 细胞 中 检测 到 
HIV-1 前 病毒 DNA 和 特异 性 表面 抗原 ， 也 未 能 从 
细胞 培养 上 清 中 检测 到 病毒 特异 的 RNA。 

当 HIV-1 感染 宿主 细胞 时 ，HIY-1 env 上 的 
gp120 与 宿主 细胞 表面 的 CD4 结合 ， 接 着 gpl20 暴 
RMA SAMA A, HTS A ha 
合 , 活化 ep4l, ep4l 导致 膜 融合 。HIV-1 的 辅助 
受 体 家 族 以 CCR5 和 CXCR4 为 主 , 但 还 有 其 他 的 
辅助 受 体 也 起 着 重要 的 作用 ， 如 CCR2b，CCR3， 
CCR8，CCR9，CX3CR1 等 。 研 究 表 明 ，HIV-1 病 
毒 利用 何 种 辅助 受 体 ， 是 CXCR4 还 是 CCR5， 直 
接 决 定 病毒 的 细胞 嗜 性 ， 此 外 CCR5 似乎 还 需要 另 
外 的 辅助 因子 才能 起 作用 。HIV-1 不 能 感染 非 人 来 
源 的 细胞 ， 可 从 辅助 受 体 的 性 质 得 到 解释 ， 一 个 比 
较 典 型 的 例子 是 小 鼠 的 CXCR4 能 介 导 HIV-1 与 细 
胞 的 膜 融 合 ， 但 多 数 小 鼠 的 细胞 系 细胞 上 都 没有 
CXCR4 的 表达 ， 所 以 这 些 细胞 系 不 能 感染 HIY-1 
(Berger et al.. 1999). 

PATH Se REE Hh he HA A ee ta 
外 未 能 感染 上 HIV-1。 其 原因 可 能 在 于 树 网 免疫 细 
胞 的 相应 表面 受 体 及 辅助 受 体 与 人 的 相 比 有 很 大 的 
差异 。 比 较 人 和 树 网 CD4+ ， 用 CD4A 的 单 克隆 抗 
栖 与 其 结合 时 ， 发 瑰 抗 体 结 合 人 CD4*+ 细 胞 的 抗原 
RUE at 40 个 ， 而 用 同样 的 单 克隆 抗体 结合 树 
网 CD4 细胞 时 ， 发 现 可 结合 上 的 抗原 决定 簇 不 超 
过 5 个 {Palley et al., 1984), 说 明 作 为 HIV ZI 
的 人 的 CD4 与 树 网 的 CD4 在 抗原 决定 能 方面 有 很 
大 的 不 同 。 但 是 我 们 并 不 能 只 根据 树 钢 与 人 栖 细胞 
的 CD4 分 子 的 不 同 而 断定 CD4 是 唯一 的 决定 因素 ， 
因为 还 发 现 一 种 不 依赖 CD4 的 HIV-1 感染 ， 如 在 
用 免 的 淋巴 细胞 进行 HIV-! 感染 实验 时 ， 发 现 
CD4- 和 CD4* 的 细胞 在 对 HIV-1 的 敏感 性 方面 设 
有 差别 (Tseng et al., 1994), FAR A AWHA 
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细胞 的 细胞 系 进行 HIV-1 感染 的 实验 时 ， 也 发 现 了 
不 依赖 CD4 的 HIV-1 感染 ， 在 用 抗 CD4A 抗体 封 
闭 CD4 的 抗原 决定 艇 后 ， 发 现 仍 不 能 阻止 HIV-1 
的 感染 ， 其 原因 可 能 在 于 神经 细胞 表面 的 其 他 特定 
的 受 体 参与 了 HIV-1 的 感染 (Harouse et al., 
1989)。 虽 然 神 经 细胞 与 淋巴 细胞 有 很 大 的 差别 ， 
但 至 少 从 一 个 方面 说 明 在 HIY-1 感染 宿主 细胞 的 这 
程 中 ，CD4 分 子 并 非 是 唯一 的 决定 因素 。 

如 前 所 述 ， 辅 助 受 体 在 HIY-1 感染 宿主 细胞 
时 ， 在 病毒 和 细胞 膜 的 融合 以 及 决定 病毒 细胞 嗜 性 
方面 有 重要 的 作用 。 树 网 免疫 细胞 之 所 以 无 法 感染 
HIV-1， 树 岗 免 疫 细胞 的 HIV-1 相应 辅助 受 体 的 差 


别 也 是 应 该 考虑 的 因素 。 可 是 ， 至 今 未 见 有 关 树 网 
的 这 些 辅助 爱 体 的 相关 报道 。 

综 上 所 述 ， 树 网 免疫 细胞 在 体外 未 能 感染 
HIV-1， 可 能 是 由 于 细胞 表面 的 CD4 以 及 HIV-1 辅 
助 受 体 与 人 的 不 同 。 如 果 使 树 拓 免疫 细胞 转 染 上 人 
的 CD4 或 辅助 受 体 ， 是 否 可 以 感染 上 HIV-1 还 有 
待 进一步 的 实验 来 证 实 。 


XH AMRHAT PR, HAP, HAS, 
夏 雪山 ， 张 驰 字 ， 曾 涛 等 同志 的 热忱 帮助 ， 谨 此 至 
Wo 
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In vitro Infection of Tree Shrew Immunocytes with Human 
Immunodeficiency Virus Type I 


ZHANG Li BEN Kun-Long” 
{ Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 


Abstract; The acquired immunodeficiency syndrome 
caused by HIV-1 is spreading all over the world. The 
slow progress in AIDS therapy and vaccine partially 
imputes to be lack of appropriate animal models used to 
study AIDS pathogenesis and to evaluate vaccines. To 
find an animal model is an imperative task in HIV 
research. Tree shrew is widely used in biomedical 
research, and is susceptible to many medically 
important viruses. Whether tree shrew { Tupaia 
belangeri ) can be infected by HIV-1 is a valuable 
approach. In present study, wild tree shrews from 
Yunnan Province were maintained in laboratory animal 
facility for more than 2 weeks before sacrifice. Tree 
shrew spleen and peripheral blood lymphocytes and 
monocytes/macrophages and human peripheral blood 
lymphocytes and monocytes were separately infected by 
5 HIV-1 strains (HIV-1ge, HIV-lye pw, HIV-lagen 
HIV-lp.t, HIV-lsrie2 )， which different 
coreceptors after the cells were activated by allogeneic 
lymphocytes, PHA and [L-2 for 72 h. The HIV-1 
infected cells were then cultured in vitro for 15 days. 
The proliferation rates and viability of HIV-1 infected 


human immunocytes obviously dropped on day 15, but 


use 


those of tree shrew immunocytes did not despite either 
infected or not infected by HIV-1. HIV-1 particles in 
the infected culture supernatant and proviral DNA in 


the cells were respectively detected by RT-PCR using 
primer sk145/431 and by PCR using primer sk68/69 
on days 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15 after infection with 
HIV-1. In addition, the expression of HIV-1 specific 
antigens on the tree shrew and human immunocytes 
after infection were detected by flow cytometry, for 
which an AIDS patient plasma was used as the first 
antibody, and FITC-conjugated sheep anti-human-IgG 
as the second antibody. HIV-1 RNA and proviral DNA 
were respectively found in the culture supernatant of the 
HIV-1 infected human immunocytes and in the infected 
cells. Using flow cytometry, HIV-1 specific antigens 
were also measurable on the surface of these cells. 
However, neither HIV-1 RNA in the supernatant from 
the infected HIV-1 tree shrew immunocytes nor the 
proviral DNA from the infected tree shrew immunocytes 
could be detected. The HIV-1 specific antigens were 
not demonstrated on the surface of the HIV-1 infected 
tree shrew together, 
experimental results suggested that the tree sbrew 


immunocytes. Taken these 
immunocytes can not be in vitro infected by these HIV- 
1 strains. It seems to be caused by the structure 
differences of the HIV-1 receptors { CD4) and 
coreceptors {CCRS or CXCR4) between human and 


tree shrew immunocytes . 
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